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I Einleitung 
Jeder Organismus muss sich im Laufe seines Lebens immer wieder auf 
veränderte Umweltbedingungen einstellen, welche eine Störung der Homöostase 
mit sich bringen und somit als Stressor definiert werden. Diese Stressoren können 
einerseits physische (extreme Kälte oder Hitze, pathogene Infektionen u. ä.), 
andererseits psychische Ursachen (Fremdbestimmung, Unterordnung u. ä.) 
darstellen (1). Der dadurch ausgelöste Stress umfasst eine physiologische und 
verhaltensorientierte Antwort des Körpers, um sich diesen die Homöostase 
störenden Herausforderungen anpassen zu können. Jedoch kann er bei 
chronischer Belastung pathogen auf den Körper wirken (2, 3). So wird Stress 
immer wieder als möglicher negativer Einflussfaktor auf den Verlauf chronisch 
entzündlicher Darmerkrankungen (CED), wie Colitis ulcerosa (CU) und Morbus 
Crohn (MC), diskutiert (4-6). Neben den umweltbedingten Faktoren (7-9) spielt 
auch die genetische Prädisposition eine große Rolle (10). Ein Beispiel hierfür ist 
eine Variante des NOD2-Gens. NOD2 stellt einen intrazellulären Sensor für 
bakterielle Pathogene dar, der über die NF-κB induzierte Signalkaskade 
letztendlich zu einer Makrophagen-Aktivierung führen kann. Durch die Mutation, 
die gehäuft bei an MC erkrankten Patienten gefunden wurde, scheint über diesen 
Weg die Makrophagen-Aktivität gesenkt zu werden. Es zeigte sich im 
Zusammenhang mit einer homozygoten Gen-Variante eine 20-fach höhere 
Anfälligkeit für MC im Vergleich zu Personen mit nicht-mutiertem NOD2-Gen (11-
13). Auch in Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass bestimmte genetische 
Mutationen mit einem höheren Risiko, an einer entzündlichen Darmerkrankung zu 
erkranken, einhergehen. So konnten Maeda et al. zeigen, dass bei Mäusen mit 
einer zur beim Menschen gefundenen homologen Mutation im NOD2-Gen eine 
Dextran-Sodium-Sulfat- (DSS-) induzierte Colitis einen signifikant schwereren 
Verlauf hat als bei Wildtyp-Mäusen (14). Neben der genetischen Prädisposition 
weisen sowohl Studien am Menschen sowie an Tiermodellen darauf hin, dass die 
Exposition verschiedener Stressoren die Barrierefunktion des Colonepithels 
einschränkt sowie die Entstehung einer chronisch entzündlichen Darmerkrankung 
(CED) begünstigt (15-18). Obwohl inzwischen ein Zusammenhang zwischen 
chronischem psychosozialen Stress und CED vermutet wird, sind die möglichen 
zugrunde liegenden Mechanismen noch unklar. So zeigte sich in früheren Studien 
Chronic subordinate Colony housing (CSC) als ein geeignetes Modell für 
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chronischen psychosozialen Stress, der körperliche Folgeerscheinungen, wie 
reduzierte Gewichtszunahme, vergrößerte Nebennieren, Atrophie des Thymus und 
eine histologisch nachweisbare spontane Colitis  hervorruft. In einer dieser 
früheren Studien zeigte sich eine Corticosteron (CORT-) -Erhöhung bereits nach 
24stündiger, jedoch der makroskopische Schaden der Darmmukosa erst nach 
14tägiger CSC-Exposition (7). Diese Daten weisen auf einen Zusammenhang 
zwischen Stressor-Exposition, Aktivierung der Hypothalamo-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (Hypothalamo-Pituitary-Adrenal-Achse; HPA-Achse) mit 
CORT-Ausschüttung und einer geschädigten Darmmukosa, die eine 
eingeschränkte Barrierefunktion zur Folge haben kann, hin. Untersuchung von 
Reber et al. (unveröffentlichte Daten) zeigen den Corticosteron-Anstieg bereits 
nach zehnstündiger CSC-Exposition. Aufgrund dieser Aspekte wurden in der 
vorliegenden Arbeit die Auswirkungen von zehnstündiger CSC-Exposition auf 
verschiedene physiologische und immunologische Parameter bei männlichen 
C57BL/6-Mäusen untersucht.  
 
 
1 Stress 
Stress wurde erstmals 1936 von Hans Seyle als unspezifische Antwort des 
Körpers auf jegliche Herausforderung definiert. Dabei sieht er die Reaktionen des 
Organismus auf einen Stressor als Zusammenspiel verschiedener Systeme des 
Körpers (1), durch die die lebensnotwendige Homöostase wiederhergestellt und 
somit die Überlebenschance des Organismus erhöht wird (9). Die Konstanthaltung 
des inneren Milieus erfordert somit laufend eine Adaption an externe bzw. interne 
Stimuli (19). Diese Anpassungen erfolgen durch eine Aktivierung des zentralen 
sowie des vegetativen Nervensystems (ZNS, VNS), aber auch durch Aktivierung 
des endokrinen Systems. Die Folgen sind unter anderem Energiebereitstellung für 
Gehirn und Muskulatur durch erhöhte Herz- und Atemfrequenz, eine gesteigerte 
Aufmerksamkeit, Hemmung der Ruheorgane und eine verminderte Aktivität der 
lymphatischen Organe (9, 20, 21).  
Ist diese Stress-Antwort aber dauerhaft durch chronische Stressoren aktiviert, so 
kann es sowohl zu körperlichen Fehlfunktionen, wie z. B. Hypertonie, 
Wachstumsstörungen oder auch Störungen des Gastrointestinaltrakts, als auch 
mentalen Schäden kommen (8, 22). Verschiedene Beobachtungen sowohl in 
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Studien am Menschen als auch in Tierversuchen zeigen eine Verbindung 
zwischen stressbehafteten Lebenssituationen und chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen auf. So konnten Salem et al. schon 1967 bei arabischen 
Beduinen, die aus ihrem gewohnten Umfeld in Städte umgesiedelt wurden, eine 
erhöhte Anfälligkeit für CU zeigen (23). Auch in Tierversuchen konnte chronischer 
Stress mit sowohl psychischen als auch physischen Schäden in Verbindung 
gebracht werden (5, 24-26).  
Zum Beispiel zeigten Reber et al. 2006  in ihrer Studie, dass männliche C57BL/6 
Mäuse, die einer 19tägigen intermittierenden social defeat- (2h ein- bzw. zweimal 
täglich)/ overcrowding (24h)-Stresssituation ausgesetzt waren, eine 
schwerwiegendere Dextran-Sulfat-Sodium (DSS)-induzierte Colitis entwickelten 
sowie eine schlechtere Regeneration aufwiesen, gezeigt durch verminderte 
Überlebensraten, als nicht-gestresste Kontrolltiere (27). Des Weiteren konzipierten 
Reber et al. 2007 das CSC-Modell als chronischen Stressor, der chronisch 
entzündliche Darmerkrankungen (CED) in männlichen C57BL/6 Mäusen auslöst 
(7). Einen Zusammenhang zwischen chronischen psychologischen Stressoren und 
einer gestörten Barrierefunktion des Gastrointestinaltrakts, die sich in erhöhter 
Ionensekretion, Permeabilität für Ionen und Makromoleküle sowie einer 
vermehrten Interaktion von Bakterien mit Epithelzellen der Colon-Mukosa 
widerspiegelte, fanden Cameron et al. 2005 an männlichen BALBc Mäusen. Als 
Stressor wurde hierbei das Water-Avoidance-Stressmodell (WAS; 1h täglich an 
zehn aufeinander folgenden Tagen) verwendet (18).  
 
1.1 Akuter Stress 
Jeder Organismus ist im Laufe seines Lebens immer wieder unterschiedlichsten 
Stresssituationen ausgesetzt. Meist ist die Stress-Exposition aber nur von kurzer 
Dauer, und die darauf folgende Reaktion hilft dem Körper die Homöostase wieder 
herzustellen. Diese minuten- bis stundenlange Exposition bezeichnet man als 
akuten Stressor, die Reaktion des Körpers als akuten Stress. Die dadurch 
ausgelöste Stress-Reaktion ist überlebenswichtig (9). Dabei kommt es zur 
Aktivierung verschiedener Systeme im Körper wie der HPA-Achse (siehe 2.1) und 
des vegetativen Nervensystems (siehe 2.2), die diesen auf die sog. fight-or-flight-
Reaktion vorbereiten. Nach Abklingen der Stressors werden die aktivierten 
Systeme des Köpers wieder deaktiviert (28). 
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1.1.1 Hypothalamo-Pituitary-Adrenal – Achse (HPA-Achse) 
Wenn die Homöostase eines Organismus durch einen Stressor gestört wird, 
kommt es innerhalb weniger Minuten zu einer endokrinen Stressantwort. Das 
dabei hauptsächlich involvierte System des Körpers ist die HPA-Achse (29-31). 
Der Hypothalamus, der den Boden des Diencephalon bildet, dient als das 
übergeordnete Zentrum der HPA-Achse. Werden dort die parvozellulären Neurone 
des Nucleus paraventricularis (PVN) akut stimuliert, produzieren sie sowohl 
Corticotropin Releasing Hormon (CRH) als auch zu einem sehr geringen Anteil 
Arginin-Vasopressin (AVP). Diese Neuropeptide gelangen über die Axone der 
neurosekretorischen Zellen zur Eminentia mediana und werden von dort über das 
thalamisch-hypophysäre Pfortadersystem zur Adenohypophyse befördert. In der 
Adenohypophyse werden die corticotrophen Zellen hauptsächlich durch CRH zur 
Produktion und Freisetzung von adrenocorticotropem Hormon (ACTH) angeregt 
(32-34), ein Effekt, der vor allem bei chronischem Stress von AVP verstärkt wird 
(19). ACTH wiederum gelangt durch den Blutstrom zur Nebennierenrinde, wo es 
die Produktion und Sekretion von Corticosteron (CORT) (Nager) bzw. Cortisol 
(Mensch) bewirkt (Abb. 1). Diese sog. Glucocorticoide (GC) sind die physiologisch 
wirksamen Hormone der HPA-Achse, die im Körper zirkulierend unter anderem die 
Energiebereitstellung und Immunfunktionen regulieren (19, 31, 33, 34).  
Da GC lipophile Steroidhormone sind, können sie ungehindert die Blut-Hirn-Schranke 
passieren und so die HPA-Achse über einen negativen Feedback-Mechanismus 
regulieren, indem sie in Wechselwirkung mit den CRH-sezernierenden Zellen des 
Hypothalamus sowie mit den ACTH-produzierenden Zellen der Adenohypophyse 
stehen (34). Bei diesem Vorgang sind intrazelluläre Glucocorticoid (GR)- und 
Mineralocorticoid-Rezeptoren (MR) involviert. Diese beiden Rezeptortypen 
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Lokalisation (Abb. 1) und Affinität gegenüber GC 
und den dadurch vermittelten Effekten auf körpereigene negative Feedback-Systeme 
(35). Bei basalen GC-Konzentrationen werden vor allem die höher GC-affinen MR 
gebunden und aktiviert, die sich hauptsächlich im Hippocampus befinden und für die 
Aufrechterhaltung der Erregbarkeit der Neurone verantwortlich sind. Bei ansteigender 
GC-Konzentration werden die GR im Hippocampus, Hypothalamus und in der 
Adenohypophyse aktiviert und unterdrücken daraufhin den Output der sezernierenden 
Neurone im Hypothalamus und der Adenohypophyse (31, 36), wodurch letztendlich 
die Corticosteron-Produktion und -Sekretion wieder reduziert werden. 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der HPA-Achse: Corticotropin Releasing Hormon (CRH) 
und Arginin-Vasopressin (AVP) werden aus dem Hypothalamus in das thalamisch-
hypophysäre Pfortadersystem entlassen. Nach Bindung an ihre spezifischen Rezeptoren auf 
den corticotrophen Zellen in der Adenohypophyse kommt es zur Sezernierung von 
adrenocorticotropem Hormon (ACTH). ACTH gelangt zur Nebennierenrinde, wo es die 
Produktion und Freisetzung von Cortisol (Mensch) bzw. Corticosteron (Nager) stimuliert. 
Diese regulieren die HPA-Achse auf verschiedenen Ebenen durch negatives Feedback. 
Adaptiert nach Turnbull et River (37) 
 
 
1.1.2 Das Vegetative Nervensystem (VNS) 
Das Vegetative Nervensystem setzt sich aus dem sympathischen, 
parasympathischen und enterischen Nervensystem zusammen und innerviert 
afferent und efferent vor allem die glatte Muskulatur der Eingeweide und Gefäße 
sowie die endokrinen und exokrinen Drüsen. Es wird unter anderem durch 
CRH 
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Stressoren, die auch die HPA-Achse (siehe 2.1) aktivieren, beeinflusst und steuert 
dadurch vegetative Parameter (38).  
 
Der Sympathikus und der Parasympathikus 
In ihrer Entwicklung haben Sympathikus und Parasympathikus jeweils 
unterschiedliche Ursprünge aus der Neuraxis. Die präganglionären Neurone des 
Sympathikus entspringen dem Thorakal- sowie dem Lumbal-Mark, die des 
Parasympathikus dem Hirnstamm und dem Sakralmark. Die postganglionären 
Neurone des Sympathikus liegen paravertebral in den Grenzsträngen bzw. 
prävertebral in den Bauchganglien (Abb. 2), die des Parasympathikus in 
organnahen Ganglien.  
 
 
 
Abb. 2: Schematischer Aufbau des Sympathikus und Parasympathikus: Dunkelrote bzw. 
dunkelgründe Linien entsprechen präganglionären Nervenfasern. Hellrote bzw. hellgrüne 
Linien entsprechen postganglionären Fasern. Adaptiert nach Schmidt, Lang, Thews (39).  
 
 
Die Wirkung von Sympathikus und Parasympathikus auf die Erfolgsorgane ist in 
der Regel antagonistisch. Der Sympathikus führt bei Aktivierung einerseits zu 
gesteigerter Aufmerksamkeit, Herzfrequenzsteigerung, Bronchodilatation, 
Pupillenerweiterung und hemmt andererseits gastrointestinale Sekretions- und 
Erweiterung 
Erweiterung 
Verdauungshemmend 
Aktivitätssteigerung 
Verengung 
Verengung 
Aktivitätsminderung 
Verdauungsfördernd 
Blasenverschluss Blasenentleerung 
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Motilitätsvorgänge. Im Gegensatz dazu fördert der Parasympathikus diejenigen 
Körperfunktionen, die in „Ruhephasen“ aktiv sein sollten, wie z. B. die Verdauung. 
Noradrenalin (NAd) wird bei Sympathikus-Aktivierung aus peripheren 
sympathischen Nervenendigungen ausgeschüttet, wohingegen Adrenalin (Ad) 
hauptsächlich aus dem Nebennierenmark (NNM) sezerniert wird. Das NNM kann 
als sympathisches Paraganglion gesehen werden, da es aus der Neuralleiste, d. h. 
der Anlage des Grenzstranges, entsteht und sich somit aus einer Anhäufung 
postganglionärer sympathischer Neurone zusammensetzt. Im prä- und 
postganglionären parasympathischen System findet sich als Transmitter 
Acetylcholin, sezerniert aus allen präganglionären sowie aus postganglionären 
parasympathischen Nervenendigungen. Die Neurotransmitter, die die jeweilige 
Wirkung an dem Effektororgan vermitteln, sind im Fall des Sympathikus 
Noradrenalin (NAd) und in geringem Maße Adrenalin (Ad), im Fall des 
Parasympahtikus Acetylcholin (39).  
 
 
1.2 Chronischer Stress 
Ist der Organsimus einem Stressor chronisch ausgesetzt, sind, wie bereits 
erwähnt, die Stress-Systeme dauerhaft aktiviert. Letztendlich übt die Stress-
Antwort größeren Schaden auf den Organismus aus als der Stressor selbst (9). So 
konnten Levenstein et al. in ihrer prospektiven Kohortenstudie über 68 Monate mit 
62 CU-Patienten feststellen, dass Patienten, die in diesem Zeitraum subjektiv 
chronischen Stresssituationen ausgesetzt waren, eine nachweisbare 
Verschlimmerung der Erkrankung erlitten (40). Auch tierexperimentelle Studien 
zeigen viele physiologische, aber auch psychische Veränderungen nach 
dauerhafter Stress-Exposition auf. Dazu gehören unter anderem eine verminderte 
Gewichtszunahme, Hypertrophie der Nebennieren, Atrophie des Thymus (7, 24, 
41, 42), die Entstehung spontaner Colitis (7, 27), sowie erhöhtes Angst- und 
depressionsähnliches Verhalten (25, 26). Diese negativen Veränderungen sowohl 
in physischer als auch in psychischer Hinsicht wirken sich nicht bei jedem 
Individuum gleich aus. Dies hängt von der Art des Stressors, von der genetischen 
Prädisposition, vom Entwicklungsstadium sowie von verschiedenen 
Umweltfaktoren ab (43, 44). Gerade in wichtigen Entwicklungsphasen bei Kindern 
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kann chronischer Stress z. B. zu Wachstumsstörungen führen, dem sog. 
psychosozialen Minderwuchs (45).  
In dieser Studie werden unterschiedliche Auswirkungen von zehnstündigem Stress 
anhand des von Reber et al. etablierten CSC-Modells (7) an männlichen C57BL/6-
Mäusen untersucht. Dieses Stressmodell beinhaltet auch die psychosozialen 
Aspekte einer dauerhaften Stress-Belastung.  
 
 
2 Stress und chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (CED) 
 
2.1 Auswirkungen von Stress auf die intestinale Barrierefunktion 
Der Verdauungskanal ist in seiner gesamten Länge lumenwärts durch intestinale 
Epithelzellen ausgekleidet. Diese Zellen erfüllen eine Reihe von Funktionen: Zum 
einen dienen sie der Verdauung, Resorption von Nahrung, zum anderen stellen sie 
die wichtigste Barriere des Körpers zwischen „innen und außen“ dar. Diese 
Barrierefunktion wird durch verschiedene Mechanismen erreicht; die Epithelzellen 
sind untereinander durch tight junctions verbunden, so dass der trans- und 
parazelluläre Transport reguliert werden kann. Mazzon et al. stellten einen 
Zusammenhang zwischen zweistündiger Immobilisations-Stressprozedur, 
induzierter Colitis und der Funktion der tight junctions im Ileum von C57BL/6 
Mäusen her. Dabei konnten sie nachweisen, dass Struktur und Funktion der tight 
junctions nach der Stress-Exposition in Abhängigkeit von erhöhter 
proinflammatorischer Zytokin-Sekretion und somit die intestinale Barrierefunktion 
beeinträchtigt war (46). In einer früheren Studie bewiesen sie bereits die 
veränderte Funktionsfähigkeit der tight junctions aufgrund Dinitrobenzoesäure - 
induzierter Colitis (47). 
Ein weiterer Mechanismus, der für die Barrierefunktion des intestinalen Epithels 
verantwortlich ist, ist die Lebensdauer und Proliferation der Epithelzellen. 
Ausdifferenzierte Zellen des Darm-Epithels haben eine Lebensdauer von ca. fünf 
Tagen. Am Kryptengrund sitzen undifferenzierte Stammzellen, die sich regelmäßig 
teilen, die Kryptenwand aufwärts wandern und sich bis zum Erreichen der 
Kryptenmündung zu Enterozyten bzw. Becherzellen differenzieren. Nach drei bis 
fünf Tagen erfolgt der programmierte Zelltod, die Apoptose. Dieser Mechanismus 
erlaubt eine ständige Erneuerung des intestinalen Epithels und somit eine 
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Aufrechterhaltung der Barrierefunktion (48). So konnten Boudry et al. 2007 an 
Brown Norway background Ratten zeigen, dass chronisch psychische Stress-
Belastung (Water-Avoidance-Stress, 1h täglich an fünf bzw. zehn aufeinander 
folgenden Tagen) Veränderungen des Ileum-Epithels hervorruft. Dabei fanden sie 
zum einen eine erhöhte Apoptose-Rate nach fünftägiger, zum anderen eine 
erhöhte Proliferationsrate in den Krypten sowohl nach fünf- als auch nach 
zehntägiger Stress-Prozedur. Des Weiteren wiesen sie eine erhöhte Permeabilität 
des Epithels für Makromoleküle nach, gemessen an der Leitfähigkeit für 
Horseradish Peroxidase (HRP; ein Makromolekül, das bei Flux-Studien eingesetzt 
wird) (49). 
 
 
2.2 Auswirkungen von Stress auf die intestinale Immunfunktion 
Es gibt inzwischen zahlreiche Studien, die zeigen konnten, dass der 
Gastrointestinal-Trakt nicht ausschließlich zur Verdauung und Resorption vom 
Körper benötigt wird, sondern auch eine wichtige Immunfunktion darstellt und zur 
Abwehr von Noxen dient (4, 50). 
 
2.2.1 Immunglobulin A  
Das Darm-Epithel sezerniert Flüssigkeit und Mukus ins Lumen, der sekretorisches 
Immunglobulin A (IgA) enthält, wodurch schädliche Substanzen gelöst, entfernt 
oder gebunden werden können (48). Antikörper der Klasse IgA werden auf allen 
schleimproduzierenden Oberflächen sezerniert und sind Teil des darmeigenen 
Immunsystems gegen eindringende, potenziell schädliche Erreger wie Viren, 
Bakterien, oder parasitäre Mikroorganismen. Die homodimeren IgAs sowie die 
Joining-Peptide zur Dimerisierung der IgAs (Abb. 3) werden von mukosaständigen 
Plasmazellen der Lamina propria unter dem Einfluss diverser Zytokine produziert 
und über Transzytose ins Darmlumen sezerniert. Dort schützt es die Mukosa 
durch seine Pathogen-neutralisierende und -blockierende Wirkung vor dem 
Eindringen der schädlichen Antigene (39).  
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Abb. 3: Vereinfachte Darstellung eines 
sekretorischen IgA-Dimers: Es besteht 
aus jeweils zwei α-Ketten (über eine 
Disulfidbrücke verbunden), κ- oder λ-
Ketten (über eine Disulfidbrücke mit den 
α-Ketten vebunden), dem Joining-Peptid 
und einem Glykoprotein 
(Sekretkomponente) (51). 
 
 
2.2.2 Antimikrobielle Peptide 
Eine weitere Komponente dieser intestinalen Barriere ist die Sekretion 
antimikrobieller Peptide durch das Epithel, vor allem aus den Paneth-Körnerzellen 
des Dünndarms, aber auch aus Immunzellen des angeborenen Immunsystems. 
Diese Peptide sind kleine Proteine, die von allen eukaryotischen Zellen zur 
Abwehr von Pathogenen genutzt werden und bei Säugern in zwei Hauptklassen 
eingeteilt werden können: Defensine und Cathelicidine (52).  
Das in der vorliegenden Studie untersuchte murine Betadefensin 3 (mBD3) gehört 
in die Familie der Defensine. Diese sind kationische Peptide mit einem 
Molekulargewicht von 3-5 kDa, deren Gensequenz sowohl bei der Maus als auch 
beim Menschen auf Chromosom 8 lokalisiert ist. Dies beruht vermutlich auf einer 
hohen Konservierung im Laufe der Evolution (53). Diese endogenen Antibiotika 
besitzen ein breites Spektrum an antimikrobiellen Eigenschaften sowohl gegen 
Gram-negative als auch gegen Gram-positive Bakterien, wobei einige der 
Defensine auch eine Abwehrfunktion gegenüber Pilzen, Viren und Protozoen 
besitzen. Bei den humanen Defensinen wurden bisher sechs Alpha- und vier Beta-
Defensine identifiziert, wobei die α-HBD1-4 in Granulozyten, α-HBD 5 und 6 in 
intestinalen Paneth-Zellen synthetisiert werden. β-Defensine haben ihren Ursprung 
vor allem in Epithelien (Haut, Lunge, und Intestinaltrakt) (54). Zusätzlich zu ihrer 
antibiotischen Wirkung konnte eine chemotaktische Wirkung der Defensine auf 
Effektorzellen des adaptiven Immunsystems sowie eine Immunantwort 
verstärkende Wirkung gezeigt werden (55-57). Ähnlich wie auch andere 
kationische antimikrobielle Peptide, töten Defensine Pathogene ab, indem sie 
deren Membran mittels des als „Shai-Matsuzaki-Huang-Modell“ (58) bekannten 
α-Kette κ- oder λ-Leichtkette 
Sekret-
Komponente J-Kette 
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Mechanismus zerstören. Hierbei interagieren die membranaktiven Moleküle, in 
diesem Fall die Defensine, mit der lipophilen Kopfgruppe der Membran-
Phospholipide und führen durch eine Neuausrichtung der Moleküle zur 
Porenbildung und somit Zerstörung des Pathogens (58).  
Ein weiteres antimikrobielles Peptid, das in der vorliegenden Arbeit untersucht 
wurde, ist das Cathelin-related antimikrobielle Peptid (CRAMP) aus der Familie der 
Cathelicidine. Diese sind Propeptide mit einer hoch-konservierten N-terminalen 
Domäne (Cathelin = Cathepsin L Inhibitor) und einer variablen antimikrobiell 
wirksamen C-terminalen Domäne (59). Es wurden 35 Cathelicidine aus 
verschiedenen Säugetieren identifiziert, jedoch konnte bislang beim Menschen nur 
ein Cathelicidin nachgewiesen werden, das LL-37/hCAP-18 (60). Ähnlich den 
Defensinen wirken Cathelcidine bakterizid gegen Gram-positive und Gram-
negative Bakterien, indem sie mit der Lipidmembran des Mikroorganismus 
interagieren. Dabei erfolgt die Interaktion jedoch erst nach Aktivierung des in 
spezifischen Vesikeln gespeicherten Propeptids durch proteolytische Spaltung 
mittels der Protease 3, wobei das antimikrobiell aktive C-terminale Peptid entsteht 
(61, 62). Neben der antibiotischen Wirkung konnten Kurosaka et al. 2005 
humorale und zelluläre Immunantwort fördernde Eigenschaften von CRAMP 
nachweisen (63). 
Psychologische Stressoren, sowohl akut als auch chronisch, stören, wie in 
diversen tierexperimentellen Studien mehrfach gezeigt wurde, die oben 
beschriebene intestinale Barrierefunktion (64-66). So konnten z.B. Santos et al. 
(67) einen Zusammenhang zwischen Stress-Exposition, der HPA-Achse, und einer 
beeinträchtigten intestinalen Barriere herstellen. Dabei fanden sie heraus, dass bei 
aus Wistar-Kyoto Ratten isolierten Colon-Segmenten nach einer zweistündigen 
Stress-Exposition (cold restraint-Stress) eine erhöhte Leitfähigkeit sowie 
Permeabiliät für HRP sowie das bakterielle chemotaktische Peptid N-
Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP; Chemotaxis von neutrophilen 
Granulozyten und Monozyten) auftrat . Dieser Effekt konnte mit einer CRH-
Injektion ausgelöst und mit einer CRH-Antagonist-Injektion gehemmt werden, was 
auf eine Beteiligung des CRH-Systems auf den Stressinduzierten Zusammenbruch 
der intestinalen Barrierefunktion hinweist. 
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2.3 Stress und Colitis ulcerosa (CU) 
Zu den chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen gehören zum einen Colitis 
ulcerosa (CU), zum anderen Morbus Crohn (MC). Bei der CU zeigt sich ein 
entzündlicher Befall, der auf das Rektum und das Colon beschränkt ist, und sich, 
anders als beim MC, kontinuierlich von anal nach oral ausschließlich in der 
Mukosa und Submukosa ausbreitet. Die Patienten leiden unter rezidivierenden 
Diarrhoen, Darmblutungen und Koliken sowie extraintestinalen Manifestationen. 
Die Ursachen dieser entzündlichen Prozesse sind noch nicht geklärt. Man nimmt 
an, dass verschiedene Faktoren, die einerseits eine genetische Prädisposition, 
andererseits aber auch umweltbedingte Faktoren beinhalten, zum Ausbruch führen 
(68). Franke et al. identifizierten kürzlich in einer systematischen 
Genomdeckenden Analyse mit 1.167 CU Patienten und 777 gesunden Patienten 
Sequenzvarianten, unter anderem am Interleukin-10 (IL-10)-Genlocus bei 
erkrankten Personen (69). Gearry et al. identifizierten in einer Populations-
basierten Fall-Kontroll-Studie mit 653 CU Patienten und 600 gesunden Patienten 
diverse umweltbedingte Risikofaktoren, wie zum Beispiel das Heizen mit Kohle 
sowie die Wohnsituation, in der man aufwächst (ohne Garten) (70). Die 
Erkrankung ist durch eine überschießende Aktivierung des intestinalen 
Immunsystems bedingt, die letztendlich zu einer Zerstörung der Mukosa führen 
kann. Diskutiert wird eine zugrunde liegende Überreaktion auf Bakterien und 
bakterielle Bestandteile der Darmflora. Zu einer Krankheitsaktivierung können 
möglicherweise auch chronische Stressbelastungen führen, worauf verschiedene 
Studien und Patientenbefragungen hinweisen (71, 72). Man geht davon aus, dass 
der Entzündungsprozess des Colons bei diesem Krankheitsbild vor allem durch 
Zytokine aus T-Helfer-(TH2-)Zellen (z. B. IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13) vermittelt wird, 
allerdings spielen auch Zytokine wie TNF und IL-6 eine wichtige Rolle. Dabei 
erhöht Stress die Ausschüttung dieser proinflammatorischen Zytokine und 
verstärkt somit die Schädigung der Mukosa (50). So konnten León et al. mittels 
Untersuchungen an Darmgewebe von an CU erkrankten Patienten zeigen, dass 
proinflammatorische Zytokine (IFNγ, TNF, IL-6, IL-18, IL-15, IL-23) sowohl in 
befallenen als auch nicht befallenen Arealen erhöht waren, sowie, dass eine 
Korrelation zwischen erhöhter Zytokin-Freisetzung (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-12, IL-27) 
und Schädigung des intestinalen Gewebes besteht (73). 
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2.4 Stress und Morbus Crohn (MC) 
Beim MC hingegen handelt es sich um eine chronische, zum Teil granulomatöse 
Entzündung des gesamten Magen-Darm-Trakts, die sich aber vorwiegend im 
terminalen Ileum sowie Colon findet. Charakteristisch sind der diskontinuierliche 
und segmentale Befall sowie das Auftreten von Fisteln und Stenosen. Zu den 
Symptomen, unter denen MC Patienten leiden, gehören Diarrhoen, Übelkeit, 
Erbrechen, starke Schmerzen, Erschöpfung und / oder Fieber. Auch finden sich 
häufig extraintestinale Manifestationen, wozu unter anderem Arthralgien oder 
Hautveränderungen wie Erythema nodosum oder Pyoderma gangraenosum 
gehören. Auch beim MC sind die Ursachen der Krankheitsentstehung nicht geklärt. 
Ebenfalls scheinen genetische Prädisposition, aber auch andere Faktoren eine 
Rolle zu spielen. Es konnte gezeigt werden, dass z. B. Rauchen einen negativen 
Effekt auf den Ausbruch bzw. Verlauf der Erkrankung hat (74). Allerdings werden 
auch psychische Belastungen und chronisch empfundener Stress als mögliche 
Ursachen eines Ausbruchs diskutiert: In einer der ersten Querschnitts-Studien 
fanden Cohn et al. 1970 eine starke Korrelation zwischen psychischer Belastung 
und einem negativen Krankheitsverlauf heraus (75). Auch neuere Studien zeigen 
diesen Zusammenhang, wie z. B. die Longitudinalstudie von Mardini et al. 2004. 
Hierbei fand man eine starke Assoziation zwischen subjektiv empfundenen 
Stresssituationen, Depression und einem schlechteren Krankheitsverlauf heraus, 
indem 18 MC Patienten prospektiv über einen Zeitraum von 2 Jahren, in 
Intervallen von 8-12 Wochen beobachtet wurden (76). 
Im Gegensatz zu CU wird die Entzündung bei MC vor allem über TH1-Zellen 
vermittelt. Diese CD4+-Lymphozyten sezernieren proinflammatorische Zytokine 
wie TNF, IFN-γ, IL-12, und IL-18. Es konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass 
unter Stress das entzündungsfördernde TNF vermehrt, das 
entzündungshemmende TGF-β vermindert ausgeschüttet wird (50).  
 
 
3 Zielsetzung 
Das von Reber et al. (7) beschriebene Modell für chronisch psychosozialen Stress 
ist der natürlichen Lebensweise von Mäusen in Kolonien sehr ähnlich. Hierbei 
werden vier männliche Mäuse mit einem schwereren und aggressiveren 
Männchen an 19 aufeinander folgenden Tagen in einer Kolonie gehalten. Dabei 
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kommt es zur Ausbildung einer Hierarchie, die für die von dem größeren 
Männchen dominierten und dadurch subordinierten Tiere einen dauerhaften und 
psychosozialen Stressor darstellt. So fanden Reber et al. (7) heraus, dass die 
CSC-Exposition zunächst (bereits an Tag 2) zu erhöhtem Plasma-CORT-Spiegel 
und letztendlich zu Schäden der Colon-Mukosa führt. Unveröffentlichte Daten von 
Reber et al. zeigen diese erhöhte Plasma-CORT-Konzentration schon nach 
zehnstündiger CSC-Exposition. 
Basierend auf der bekannten Colitisinduzierenden Wirkung einer CSC-Exposition 
und den Zusammenhängen zwischen psychosozialem Stress und chronisch-
entzündlichen Darmerkrankungen bei Mensch und Tier (27, 50), ist das Ziel dieser 
Arbeit, einige dieser Stressabhängigen Mechanismen, die eine intestinale 
Entzündung begünstigen könnten, anhand des etablierten Modells in männlichen 
C57BL/6-Mäusen zu identifizieren. Daher wurden verschiedene Parameter, die zu 
einer Veränderung der mukosalen Barriere und damit zu einer intestinalen 
Entzündung führen könnten, untersucht. Dazu wurden zuerst epitheliale 
Parameter, wie die Apoptose- sowie die Proliferations-Rate des Colon-Epithels, 
gemessen. Für die Messung der Apoptose der Epithelzellen wurden zwei 
unterschiedliche Methoden (Caspase-III-Aktivitäts-Messung und TUNEL-Assay) 
angewandt. Die epitheliale Proliferations-Rate wurde mittels des 
Proliferationsmarkers Ki67 immunhistochemisch untersucht. Um anschließend die 
Sekretion antimikrobieller Peptide und des IgAs im Colon, die weitere 
Schutzmechanismen des Darmes gegenüber Pathogenen darstellen, untersuchen 
zu können, wurde zum einen die quantitative PCR (qPCR), die die Genexpression 
des Defensins mBD3 und des Cathelicidins CRAMP maß, zum anderen das 
ELISA-Verfahren verwendet, mit dem Veränderungen der Sekretion des IgAs in 
Lamina propria mononukleären Zellen aufgrund der Stressexposition untersucht 
werden sollten. Abschließend wurden die durch den Stress vermutete 
herabgesetzte Barrierefunktion und erhöhte Permeabilität für Mikroorganismen 
überprüft, indem die Translokation von Keimen der luminalen Flora ins 
Colongewebe sowie in mesenteriale Lymphknoten quantitativ bestimmt wurde. 
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II Material und Methoden 
1 Versuchstiere 
Männliche C57BL/6-Mäuse wurden in einem Alter von 36 bis 45 Tagen und einem 
Gewicht von 19 bis 21g von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die Tiere 
wurden vor der CSC-Exposition mindestens sieben Tage in Einzelkäfigen (16 x 22 x 
14cm) unter Standardbedingungen gehalten (Licht-/ Dunkelzyklus 12/12 Stunden; 
Temperatur: 20 ± 2°C; Luftfeuchtigkeit ca. 40 %). Zugang zu Futter und Wasser 
erfolgte ad libitum.  
Des Weiteren wurden männliche Mäuse (C57BL/6) mit einem Gewicht von 30 bis 35g 
eingesetzt, um in der jeweiligen Kolonie die dominante Position einzunehmen. Diese 
Männchen wurden vor Beginn der CSC-Exposition bezüglich ihrer Aggressivität 
getestet und trainiert. Bissige Tiere und somit Verletzungen bei den subordinierten 
Mäusen konnten dadurch vor den eigentlichen Versuchen ausgeschlossen werden. 
 
 
2 Chronisch-subordinierte Koloniehaltung (chronic subordinate colony   
(CSC) housing) 
Wie bereits bei Reber et al. (7, 27) mehrfach beschrieben, löst eine 19tägige 
subordinierte Koloniehaltung (CSC, siehe unten) eine spontane Colitis aus. Chronisch 
psychosozialer Stress wird dabei durch eine 19tägige subordinierte Koloniehaltung 
induziert, welche in dieser Arbeit durch den dafür bereits geprägten Begriff „chronic 
subordinate colonyhousing“ – abgekürzt CSC housing – bezeichnet wird (7). Dabei 
werden bei Versuchsbeginn (Tag 1) je vier Tiere mit einem großen und aggressiven 
Männchen in einem Plexiglas-Beobachtungskäfig (38 x 22 x 35cm) zusammengesetzt 
(Abb. 4). Die ersten 30 min einer derartigen Koloniebildung werden dabei auf Video 
aufgezeichnet und anschließend ausgewertet. So wird sichergestellt, dass die 
Versuchstiere von dem schwereren und aggressiveren Männchen dominiert werden 
und aufgrund ihrer unterlegenen Position chronischem Stress ausgesetzt sind. Um 
Gewöhnungseffekte ausschließen zu können, werden die dominanten Männchen an 
den Tagen 8 und 15 ausgetauscht. Verglichen werden diese chronisch gestressten 
CSC-Mäuse mit Kontrolltieren (Ko), die während der 19 Tage CSC-Exposition einzeln 
gehalten (16 x 22 x 14cm) und, außer dem wöchentlichen Käfigwechsel, nicht gestört 
werden.  
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Abb. 4: Chronisch-subordinierte Koloniehaltung: (A) Vier männliche Mäuse wurden mit einem 
schwereren und aggressiveren Männchen in einem Plexiglas-Beobachtungskäfig 
zusammengesetzt. Die ersten 30 min der Koloniebildung wurden auf Video aufgezeichnet und 
ausgewertet. (B) Subordinierte Mäuse während der CSC-Exposition. 
 
 
3 Experimenteller Ablauf und Organentnahme 
Das CSC-Modell wurde, wie oben beschrieben, als chronisch psychosozialer Stressor 
eingesetzt. Die Mäuse wurden gewogen und willkürlich in eine CSC- und eine 
Kontrollgruppe eingeteilt. Um die akuten Effekte dieses psychosozialen Stressors auf 
die epitheliale Barrierefunktion und die bakterielle Translokation in verschiedene 
Gewebe und deren Mechanismen im Detail zu klären, wurden die Tiere einer 
zehnstündigen CSC-Haltung exponiert und im Anschluss daran getötet. Nach der 
Dekapitation wurden den Tieren Colon sowie mesenteriale Lymphknoten entnommen, 
vom Fettgewebe befreit und gewogen.  
 
 
4 Isolation/Inkubation der intestinalen Epithelzellen sowie der Lamina 
propria mononuklären Zellen (LPMZ) 
Um die intestinalen Epithelzellen sowie die Lamina propria mononuklären Zellen 
isolieren zu können, wurden die Dickdärme aller Tiere einer Gruppe entnommen, der 
Länge nach aufgeschnitten, mit kaltem PBS (Phosphat gepufferte Saline) mehrere 
Male gewaschen und 30 min bei 37°C mit HEPES-Medium (RPMI-1640, angereichert 
mit 2% einer 1M HEPES-Lösung [Roth, Karlsruhe, Deutschland], 2% fetalem 
Kälberserum [FCS, Biochrom, Berlin, Deutschland], 100U/ml Penizillin und 100µg/ml 
A) B) 
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Streptomycin [GIBCO-BRL, Eggenstein, Deutschland]) inkubiert. Es wurden 
Gewebestücke (maximal 2,5 Därme pro Falcon) einer Behandlungsgruppe (CSC bzw. 
Ko) bei der weiteren Verarbeitung zusammengefasst. Die Epithelzellen wurden 
abgetrennt, indem das Darmgewebe in 50ml-Falcons (BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland) 20 sec lang in 20ml HEPES-Medium kräftig geschüttelt und 
anschließend durch ein Sieb gegeben wurde. Dieser Schritt erfolgte drei Mal. Das 
dabei gesammelte Medium wurde bei 1500U/min und 4°C 15 min lang zentrifugiert. 
Danach erfolgte ein Waschschritt in kaltem PBS. Die Epithelzellen, die für die 
Caspase-III-Aktivitäts-Messung verwendet werden sollten, wurden in 1ml eiskaltem 
Lysis-Puffer (10mmol/l HEPES [Roth, Karlsruhe, Deutschland], 1% Saccharose, 
0,01% 3-((3-Cholamidopropyl) Dimethylammonio)-1-Propan-Sulfonat, 1mmol/l 
Phenylmethyl-Sulfonyl-Fluorid (CHAPS), 0,1mmol/l Dithiothreitol (DTT), 1mmol/l 
Na3VO4 und eine Tablette des vollständigen Proteinase-Inhibitor-Cocktails [Roche, 
Mannheim, Deutschland]) gelöst. Anschließend wurden die Zellsuspension 10 sec 
lang auf Eis sonifiziert, 10 min lang bei 4°C mit 1300U/min zentrifugiert und die die 
Zellen enthaltenden Überstände bei -20°C gelagert.  
Das nach dem Herauswaschen der Epithelzellen restliche Darmgewebe wurde in 
Hanks’s balanced salt solution (HBSS, ohne Calcium und Magnesium; Invitrogen, 
Karlsruhe, Deutschland) mit 2mM Ethylendiamin–Tetraessigsäure (EDTA; Sigma 
Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 20 min lang bei 37°C auf dem Magnetrüttler 
inkubiert. Daraufhin wurde das Darmgewebe erneut mit HBSS ohne EDTA zu oben 
erwähnten Bedingungen inkubiert, anschließend kurz mit HEPES-Medium gewaschen 
und mittels einer Schere homogenisiert. Das zerkleinerte Gewebe wurde nun 90 min 
lang mit angereichertem RPMI-1640 bei 37°C gerührt, das 20% FCS (Biochrom, 
Berlin, Deutschland), 1mg/ml Kollagenase Typ I (=336U/ml, Sigma Aldrich, 
Deisenhofen, Deutschland), 0,3mg/ml Desoxyribonuklase (DNAse I; Roche, 
Mannheim, Deutschland), sowie 2mg/ml Hyaloronidase (Sigma Aldrich, Deisenhofen, 
Deutschland) enthielt. 10 min vor Ablauf der Zeit wurde dem Ansatz 2mM EDTA 
zugegeben. Nach erneuter Homogenisierung wurde der Verdau abgestoppt, indem 
Zellkultur-Medium (RPMI-1640 mit 10% FCS [Biochrom, Berlin, Deutschland], 
100U/ml Penizillin und 100µg/ml Streptomycin [GIBCO-BRL, Eggenstein, 
Deutschland] und 0,03mM β-Mercaptoethanol [Sigma Aldrich, Deisenhofen, 
Deutschland]) dazugegeben wurde. Im Anschluss daran wurde das Homogenat 
mittels eines 70µm Cell-Strainer (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) filtriert. 
Danach wurden die mononuklären Zellen unter Zuhilfenahme einer Dichte-
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Zentrifugation mit 66%igem Percoll-Trenn-Medium (Sigma Aldrich, Deisenhofen, 
Deutschland) isoliert. Die sich in der Interphase befindenden Zellen wurden vorsichtig 
abgenommen, mit Zellkultur-Medium (RPMI-1640) gewaschen, für die Lebendzellzahl-
Bestimmung mit Trypanblau versetzt und mittels einer Neubauer-Zählkammer gezählt. 
Daraufhin wurden 2*105 Zellen pro 200µl in eine 96-Well-Platte für die IgA-
Quantifizierung transferiert. Das sezernierte IgA wurde mittels des ELISA-Kits für IgA 
(Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA) bestimmt. 
Zunächst wurden die 96-Wel-Platten mit je 100µl verdünntem Antikörper (1:100; in 
Coating Puffer [0,5mM Carbonat-Bicarbonat, pH 9,6]) 60 min lang bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden sie fünfmal mit Wasch-Lösung 
(50mM TBS, pH 8,0, 0,05% Tween 20) gewaschen. Danach wurde jedes Well mit 
200µl blocking-Lösung (postcoat-Lösung; 50mM TBS, pH 8, 1% BSA) gefüllt und 30 
min lang bei Raumtemperatur inkubiert und danach erneut mit der Wasch-Lösung 
dreimal gewaschen. Nun wurden je 100µl Standards (siebenfache Verdünnungsreihe 
von 1:1 bis 1:64) und die Proben in die Wells gegeben und über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Standards sowie Proben wurden in zweifacher Ausführung aufgetragen und 
gemessen. Es folgten wieder fünf Waschschritte (wie oben beschrieben). Daraufhin 
wurden 100µl des verdünnten (1:50.000 mit Verdünnungslösung [postcoat-Lösung mit 
0,05% Tween 20, 50mM TBS, pH 8,0 und 1% BSA]) HRP-Detection-Antikörpers in 
jedes Well übertragen und 60 min inkubiert, anschließend fünfmal mit Wasch-Lösung 
gewaschen. Danach erfolgte die Enzym-Substrat-Reaktion mit einer Inkubationszeit 
von 15 min im Dunkeln, wobei als Substrat pro Well 100µl TMB-Peroxidase-Lösung 
(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin [0,4g/l] in organischer Base und Peroxidase-Lösung B 
[0,02% in Citrat-Puffer]) dienten. Um diese Reaktion abzustoppen, wurden pro Well 
100µl 2M H2SO4 appliziert, anschließend die Platten mit einem Microtiter Plate 
Reader bei 450nm gelesen und mit Hilfe des Softmax® -Programms ausgewertet (77, 
78). Die erhaltenen Daten wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimenten 
verifiziert.  
 
 
5 Apoptose – Nachweis 
Zum Nachweis der Apoptose-Rate in den Colon-Epithelzellen wurden zwei 
verschiedene Techniken herangezogen.  
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5.1 Caspase-III-Aktivitäts-Messung 
Caspasen sind Proteasen, die eine Kaskade an Reaktionen in einer apoptotischen 
Zelle auslösen. Letztendlich führt dies dann zum proteolytischen Abbau spezifischer 
zelleigener Proteine und somit zur Apoptose (79). Caspase III ist eine 
Effektorcaspase, die in diesem Experiment zur Bestimmung der Apoptose-Rate von 
Colon-Epithelzellen verwendet wurde, indem die Proben mit dem synthetischen 
Substrat N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-para-Nitroanilid (Ac-DEVD-pNA) versetzt wurden. 
Bei Anwesenheit von Caspase III entsteht das Chromophor para-Nitroanilid (pNA), 
welches bei einer Wellenlänge von 405nm absorbiert und dadurch in einem 
Absorptionsspektrometer gemessen werden kann (80). 
Die Caspase-III-Aktivität wurde aus dem Zytosol von Colon-Epithelzellen bestimmt. 
Nachdem die bei -20°C gelagerten (siehe 4) Überstände auf Eis aufgetaut wurden, 
wurden die Proben mit einem handelsüblichen Caspase-Assay-Kit (Biomol Res. Lab., 
Plymouth, USA) kalorimetrisch auf die jeweilige Caspase-III-Aktivität hin getestet. 
Dem Assay-Puffer (50mM HEPES pH 7,4, 100mM NaCl, 0,1% CHAPS, 10mM DTT, 
1mM EDTA, 10% Glycerin, Caspase III-Substrat Ac-DEVD-pNA) wurde entweder eine 
Probe (zytosolisches Protein), bovines Serumalbumin (BSA) als Negativkontrolle oder 
Caspase III-Enzym als Positivkontrolle in 96-Well -Platten zugegeben und zwei 
Stunden bei 37°C inkubiert. Die Messung der Caspase-III-Aktivität erfolgte mittels 
eines ELISA-Plate-Readers, indem die optische Dichte (OD) bei 405nm bestimmt 
wurde. Die erhaltenen Daten wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimenten 
verifiziert. 
 
 
5.2 TUNEL-Assay 
Eine weitere Möglichkeit Apoptose in Zellen nachzuweisen, ist der TUNEL-Assay. 
Dieser macht sich das Stadium der Apoptose zu Nutze, in dem die spezifische DNA-
Fragmentierung durch endogene Nucleasen stattfindet. Diese schneiden zwischen 
den Nucleosomen, und es entstehen DNA-Fragmente mit einer Größe von ca. 200 
Basenpaaren. Hierbei werden die freien 3-Hydroxy-DNA-Endstücke der Fragmente 
mit der terminalen Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT) durch Addition von 
markierten Nucleotiden ermittelt (81).  
Nachdem die Tiere getötet, die Colons entnommen, mit PBS gewaschen, der Länge 
nach aufgeschnitten (1cm des distalen Drittels), auf Filterpapier getrocknet wurden, 
wurden die Gewebestücke über Nacht in 10% Formalin fixiert. Daraufhin wurde das 
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fixierte Gewebe in Paraffin eingebettet und der Länge nach 3µm dick geschnitten. Für 
die TUNEL-Färbung wurde ein handelsüblicher TUNEL-Assay -Kit (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) verwendet. Zuerst wurde den Schnitten das Paraffin entzogen, 
daraufhin wurden sie rehydratisiert, indem sie bei Raumtemperatur der Reihe nach in 
Xylol, 100% Ethanol (EtOH), 90% EtOH, 80% EtOH, 70% EtOH und anschließend in 
1xTBS (tris buffered saline) gewaschen wurden. Um die Schnitte nun zu 
permeabilisieren, wurden sie mit 100µl Proteinkinase K (20µg/ml) 20 min lang bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschließend erneut mit 1xTBS gewaschen. Zur 
Äquilibrierung des Gewebes wurde es mit 100µl 5xTdT-Äquilibrierungs-Puffer bedeckt 
und erneut 30 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte 
die Labeling-Reaktion, wobei die Schnitte mit 60µl des TdT-Labeling-Reaktionsmixes 
(57µl Fluorescin-FragELTM TdT Labeling Reaction Mix, 3µl TdT Enzym) in einer 
feuchten, dunklen Kammer eine Stunde lang inkubiert, danach zweimal je eine Minute 
mit 1xTBS gewaschen wurden. Die Schnitte wurden nun mit Fluorescin-FagELTM 
Eindeckelmedium und einem Deckglass bedeckt. Positivkontrollen wurden generiert, 
indem sie mit DNAse I (1µg/ml, gelöst in 1xTBS/ 1mM MgSO4; Roche, Mannheim, 
Deutschland) 20 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Negativkontrollen 
enthielten in dem TdT-Labeling-Reaktionsmix kein TdT-Enzym. Die Auswertung 
erfolgte mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops (Fluorescin-Filter, 465nm-495nm), 
wobei in vier bis fünf Gesichtsfeldern die markierten apoptotischen Zellkerne der 
Colon-Epithelzellen ausgezählt wurden (82). 
 
 
6 RNA-Isolation und quantitative real time polymerase chain reaction  
(qPCR) mittels TaqMan    
Die TaqMan-PCR ist eine Methode, mit deren Hilfe eine quantitative Genexpressions-
Analyse erfolgen kann (Abb. 5). Um eine quantitative Analyse der Expression 
bestimmter Gene durchführen zu können, müssen diverse Voraussetzungen erfüllt 
sein: Man benötigt eine TaqMan-Sonde, die zwischen dem Revers- und Forward-
Primer liegt und deren Schmelztemperatur um 10°C höher als die der Primer ist. 
Somit wird die Hybridisierung der Sonde vor der Hybridisierung der Primer mit dem 
gesuchten Gen sichergestellt, um keine Amplifikationsprodukte ohne Fluoreszenz zu 
erhalten. Die Sonde ist am 5’-Ende mit einem Reporter- (z. B. FAM = 6-
Carboxyfluorescin, Anregungwellenlänge 488nm) und am 3’-Ende mit einem 
Quencher-Farbstoff (z. B. TAMRA = 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin; 
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Anregungswellenlänge 518nm) markiert. Die dabei verwendete Taq-Polymerase 
besitzt eine 5’-Exonuklase-Aktivität, wodurch der Reporter von der DNA abgelöst wird. 
Nach der vollständigen Synthese des PCR-Produkts wird auch der Quencher frei. 
Wird nun bei 488nm angeregt, zeigt der abgelöste Reporter ein Fluoreszenzsignal, 
wird hingegen die noch intakte Sonde angeregt, unterdrückt der Quencher das Signal 
des Reporters. Somit kann über die gemessene Fluoreszenz eine quantitative 
Aussage über Expression des gesuchten Gens gemacht werden (83). 
 
 
1. Sequenzspezifische 
Anlagerung der Sonde 
(probe) und des for-Primer 
 
2. Anlagerung der Taq-
Polymerase (T), Primer-
Verlängerung und 
Sondenhydrolyse, wobei der 
Reporter (R) freigesetzt wird. 
 
3. Das PCR-Produkt wird 
vollständig synthetisiert, 
dabei werden Reporter (R) 
und Quencher (Q) getrennt. 
 
 
4. In Abhängigkeit von 
freigesetztem Reporter (R) 
wächst das Signal und eine 
quantitative Aussage über die 
Expression des gesuchten 
Gens wird möglich.  
Abb. 5: Prinzip der TaqMan-PCR; adaptiert nach Schild, Th. A. (83) 
              (T) Taq-Polymerase 
              (R) Reporter 
              (Q) Quencher  
 
3‘ 5‘ 
3‘ 5‘ 
3‘ 5‘ 
3‘ 5‘ 
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Nachdem die Tiere getötet wurden, wurden ca. 5mm des Colon-Gewebes 
entnommen, gereinigt, zur Stabilisierung des gewonnenen Gewebes in RNAlater 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) bei -20°C gelagert und im Anschluss 
daran die RNA mittels des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. 
Dazu wurden 20 bis 30mg Gewebe in RLT-Puffer (mit 1% β-Mercaptoethanol) 
gegeben. Um das Gewebe zu lysieren und zu homogenisieren, wurden die Ansätze in 
den QIAshredder (Qiagen, Hilden, Deutschland) überführt und 5 min bei 
Höchstgeschwindigkeit zentrifugiert. Zur von großen Gewebsstücken gereinigten 
Lösung wurde genauso viel 70% EtOH wie der RLT-Puffer dazugegeben. Die Ansätze 
wurden nun in die RNeasy Mini Spin Säule, die einen RNA-Filter enthält, pipettiert und 
1 min bei Höchstgeschwindigkeit zentrifugiert, wonach sich die RNA im Filter 
absetzte. Die Reinigung der RNA erfolgte durch Zugabe des RW1-Puffer in die 
RNeasy Mini Spin Säule und erneute Zentrifugation (84). Nun wurde die DNA mittels 
des RNase free DNase Sets (Qiagen, Hilden, Deutschland) verdaut, um die RNA 
aufzureinigen. Hierbei wurden die Proben mit einem Ansatz aus DNase I und RDD-
Puffer (1:8) 30 min inkubiert und daraufhin 15 sec bei Höchstgeschwindigkeit 
zentrifugiert. Anschließend wurde erneut RW1-Puffer auf die Säule gegeben und 
nochmalig 1 min bei Höchstgeschwindigkeit zentrifugiert.  Nun wurde RPE-Puffer (1 
Vol RPE und 4 Vol 96-100% EtOH) auf die Säule pipettiert, 1 min bei 
Höchstgeschwindigkeit zentrifugiert, verworfen und der gleiche Schritt erneut 
durchgeführt. Daraufhin wurde die RNA aus dem Filter eluiert, indem die Säule auf ein 
1,5ml-Tube gesetzt, 30-50µl RNAse freies Wasser auf den Filter gegeben und 1 min 
bei Höchstgeschwindigkeit zentrifugiert wurde (85). Die sich im Tube befindende RNA 
wurde mittels Quant-iTTM RiboGreen® RNA Assay Kit (Molecular Probes Inc., Paisley 
PA4 9RF, UK) quantifiziert (86). Um eine TaqMan-PCR durchführen zu können, 
musste die RNA in cDNA umgeschrieben werden. Dies erfolgte über eine Reverse 
Transkriptase-PCR (RT-PCR) mit Hilfe des Reverse Transkription Systems (Promega 
GmbH, Mannheim, Deutschland) (87). Pro Probe wurde folgender Reaktionsmix 
angesetzt: 
 
• 4µl MgCl2 (25mM) 
• 2µl 10x Puffer 
• 2µl dNTP (10mM) 
• 1µl Oligo(dt)15  
• 0,5µl Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 
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• 0,75µl Reverse Transkriptase (15U)  der Ansatz wurde mit RNA (optimale 
Menge 1000ng) und RNase freiem Wasser auf 20µl aufgefüllt. 
 
Nun wurden die Proben im PCR-Cycler mit folgendem Programm in cDNA 
transkribiert: 
 
• 42°C 15 min 
• 99°C 5 min 
• 4°C Pause. 
 
Die Expression der antimikrobiellen Peptide murines Beta-Defensin 3 (mBD 3) und 
Cathelin-Related antimicrobial Peptide (CRAMP) wurde nach den vorbereitenden 
Schritten (siehe oben) mittels TaqMan®-qPCR (ABI PRISM 7900HT Sequence 
Detection System; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) als Single-Tube-
Reaktion (20µl) auf 384-Well-Platten quantifiziert. Die TagMan® qPCR-Ansätze 
wurden, wie folgt, zusammengesetzt: 
 
• 1µl cDNA (50ng/µl) 
• 1µl forward Primer (18µM) 
• 1µl reverse Primer (18µM) 
• 1µl Sonde (5µM) 
• 10µl TaqMan® - Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
• 1µl GAPDH- (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-) Mix (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) 
 Der Ansatz wurde mit sterilem H2O auf 20µl aufgefüllt. 
 
GAPDH diente als endogene Kontrolle, da es sich dabei um ein Houskeeping Gen 
handelt, das unabhängig expremiert wird. Als Primer wurden folgende Sequenzen 
verwendet:  
 
• mBD3 
forward: TCGGTGC   ATTGGCAACACT 
reverse:  TGCAGCATTTGAGGAAAGGA 
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• CRAMP 
forward: CAG   CCCTTTCGGTTCAAGAA 
reverse:  CCCACCTTTGCGGA   GAAGT 
 
Die qPCR wurde nun mit folgendem Programm gestartet: 
 
• 50°C 2 min 
• 95°C 10 min  gefolgt von 40 Wiederholungen: 
• 95°C 15 sec 
• 60°C 1 min 
 
Die mRNA-Expression der antimikrobiellen Peptide mBD3 und CRAMP wurde für 
jedes Tier dreifach gemessen. Die Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte mittels der 
Sequence-Detection-Software (SDS 2.1; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
während des qPCR-Laufs. 
 
 
7 Immunhistochemie 
In den Gefrierschnitten wurde der Proliferationsmarker Ki67 immunhistochemisch 
nachgewiesen. Das Ki67-Protein (395kD) wird in proliferierenden Zellen während des 
Zellzykluses in der G1-, S- G2- und M-Phase exprimiert und ist somit in sich 
vermehrendem Gewebe nachweisbar. Da in ruhendem Gewebe, das sich in der G0-
Phase befindet, kein Ki67-Protein auftritt, kann dieses Antigen als Marker für 
proliferativ tätige Zellen eingesetzt werden (88, 89). 
Das den getöteten Tieren entnommene Colongewebe wurde mit PBS gespült, quer 
geschnitten, in Tissue Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek Europe B.V.; Staufen, 
Deutschland) eingebettet, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und mittels eines 
Cryostats in 6µm dicke Schnitte geschnitten. Nach dem Auftauen der Schnitte wurden 
sie bei Raumtemperatur mit Aceton fixiert, dreimal 5 min in 1xPBS gewaschen, um die 
endogene Peroxidase zu blocken, mit 0,3% H2O2 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert, erneut mit 1xPBS gewaschen (drei Mal 10 min), und 30 min lang mit 5% 
Goat-Serum (mit 20% FCS in PBS; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in einer 
feuchten Kammer blockiert. Anschließend wurde Ki67 (150µg/ml in 1% Goat-Serum; 
DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) als Primärantikörper auf die Schnitte 
gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 
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(jeweils 5 min) mit PBS, wurde der biotinylierte Sekundärantikörper (1:500 in 5% 
Goat-Serum; Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) auf die Schnitte appliziert und 
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten wieder drei Waschschritte mit 
PBS (5 min). Um nun die positiven Zellen erkennen zu können, wurden der Vectastain 
ABC-Kit und anschließend der Vector NovaRedTM Substrate Kit (Vector Laboratories, 
Lörrach, Deutschland) verwendet. Dabei wurde zunächst mit einem Ansatz aus 1 
Tropfen Avidin-Lösung (Lsg. A) und 1 Tropfen biotinyliertem Enzym (Lsg. B) in 5ml 
PBS für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend dreimal 5 min mit 
PBS gewaschen. Daraufhin wurde die frisch angesetzte NovaRedTM-Lösung auf die 
Schnitte getropft und die Farbentwicklung bis zur gewünschten Intensität unter dem 
Mikroskop beobachtet. Abgestoppt wurde die Reaktion mit H2O. Danach erfolgte die 
Kerngegenfärbung mit Hämatoxylin. Zum Schluss wurden die Objektträger wässrig 
eingedeckelt (90). Ausgewertet wurden je zwei Querschnitte pro Tier, indem positive 
Zellen gezählt und gemittelt wurden. Um die Spezifität zu verifizieren wurden, Isotyp-
Kontrollen mitgeführt. 
 
 
8 Bakterielle Translokation 
Um die obligat aeroben sowie die fakultativ anaeroben Mikroorganismen zu 
bestimmen, die sich in Stuhl, Colongewebe und mesenterialen Lymphknoten 
befinden, wurden pro Tier ein Stuhl-Pellet, 0,5cm Colongewebe und ein mesenterialer 
Lymphknoten separat in sterilem PBS aufbewahrt. Nachdem die Proben gewogen und 
homogenisiert wurden, wurden jeweils drei Proben, die entweder Stuhl, Colongewebe 
oder mesenteriale Lymphknoten enthielten, auf Blutagar-Platten ausplattiert und unter 
aerober Atmosphäre 24 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Kolonien gezählt und die Anzahl der colony forming units (CFUs) pro Gramm Gewebe 
berechnet (91). 
 
 
9 Statistische Auswertung 
Die Visualisierung der Daten erfolgte als Boxplots und wurde mittels PASW Statistics 
(Version 18.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) erstellt. Die statistische Auswertung aller 
Daten erfolgte mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS (Version 12.0; SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA). 
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Die von den individuellen Tieren pro Gruppe erhaltenen Daten wurden auf 
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov Test) getestet und anschließend mit dem 
parametrischen Student’s T-Test analysiert. 
Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.  
Die erhaltenen Daten, der in einer Gruppe (Ko vs. CSC) zusammengefassten Tiere 
wurden in mindestens zwei unabhängigen Experimenten validiert. 
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III Ergebnisse 
1 Apoptose-Nachweis 
Eine reduzierte Apoptose des Colon-Epithels wurde mit Hilfe zwei verschiedener 
Methoden (CaspIII-Aktivitäts-Messung, TUNEL-Assay) nachgewiesen. Dabei zeigte 
sich in der Caspase-III-Aktivitäts-Messung ein ca. 22%iger Rückgang der Apoptose 
(Abb. 6A; CaspIII). Die aus den Messungen erhaltenen Daten wurden in Prozent der 
Kontrollen angegeben; dabei wurden die Ergebnisse der Kontrollen als 100% 
festgesetzt. Die Daten wurden in drei unabhängigen Experimenten bestätigt.  
Der Apoptose-Nachweis mittels TUNEL-Assay zeigte eine signifikante Senkung 
(p<0,001) der Apoptose-Rate (Abb. 6A; TUNEL; Abb. 6B). Die Daten wurden als 
Boxplots dargestellt.  
 
A) 
 
B) 
50µm
50µm
 
Abb. 6: Nachweis der Apoptose -Rate im Colon-Epithel mittels Caspase-III-Aktivitäts-Messung (A; 
links) und TUNEL-Färbung (A; rechts/ B: Ko oben; CSC unten; die Markierung entspricht reell 
50µm). Sowohl die CSC- als auch die Kontrollgruppe zeigt einen Pool aus 4 bis 6 Tieren im 
CaspIII-Graphen. Der Graph des TUNEL-Assays repräsentiert pro Gruppe 8 bis 30 Tiere. Die 
Daten sind als Boxplots dargestellt. Das Ergebnis wurde in drei unabhängigen Experimenten 
validiert. ** p<0,001 (Statistik: Student’s T-Test). 
 
** 
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2 Epitheliale Zell-Proliferation mittels Ki67-IHC 
Die statistische Auswertung ergab einen signifikanten Rückgang der Proliferation des 
Colon-Epithels nach zehnstündiger CSC-Exposition (Abb. 7A; p<0,05). Abb. 7B zeigt 
die quantifizierten Unterschiede der immunhistochemischen Färbung mit dem 
Proliferations-Marker Ki67, wobei das obere Bild Colon-Gewebe der Kontrollen, das 
untere der CSC-exponierten Mäuse zeigt (Abb. 7B). Die aus den Messungen 
erhaltenen Daten wurden in Prozent der Kontrollen angegeben; dabei wurden die 
Ergebnisse der Kontrollen als 100% festgesetzt. Die Darstellung der Daten erfolgte 
als Boxplots. 
 
A) 
 
B) 
50µm
50µm
 
 
 
Abb. 7: Quantifizierung der Proliferation im Colon-Gewebe mittels Ki67-IHC.  
Abb. 7A: Die Daten sind als Boxplots dargestellt; dabei entspricht 100% den Kontrollen.  
* p<0,05 (Statistik: Student’s T-Test). Der Graph repräsentiert pro Gruppe (CSC vs. Ko) 8 bis 30 
Tiere.   
Abb. 7B: IHC-gefärbtes Colon-Epithel (oben: Ko; unten: CSC), die Markierung entspricht reell 
50µm. 
 
 
* 
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3 Expression der antimikrobiellen Peptide mBD3 und CRAMP 
Die statistische Auswertung der Expression der antimikrobiellen Peptide mBD3 und 
CRAMP zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und CSC-Gruppe 
(Abb. 8). Die aus den Messungen erhaltenen Daten wurden in Prozent der Kontrollen 
angegeben; dabei wurden die Ergebnisse der Kontrollen als 100% festgesetzt. Die 
Daten wurden als Boxplots dargestellt. 
 
  
 
Abb. 8: Messung der mBD3- und CRAMP-Expression in Colon-Gewebe mittels TaqMan-PCR. Die 
Graphen repräsentieren pro Gruppe (CSC vs. Ko) 8 bis 30 Tiere. Die Daten sind umgerechnet in 
Prozent der Kontrollen als Boxplots dargestellt; dabei entspricht 100% den Kontrollen.  
(Statistik: Student’s T-Test). 
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4 IgA-Sekretion der Lamina propria mononukleären Zellen 
Die Sekretion des IgA aus LPMZ zeigte nach zehnstündiger CSC-Exposition eine 
Reduktion um ca. 10% (Abb. 9). Die aus der Messung erhaltenen Konzentrationen 
wurden in Prozent der Kontrollen angegeben; dabei wurden die Ergebnisse der 
Kontrollen als 100% festgesetzt. Die Daten wurden in zwei unabhängigen 
Experimenten bestätigt. Die Darstellung der Daten erfolgte als Boxplots. 
 
 
 
Abb. 9: Messung der IgA – Sekretion in vitro in isolierten/ nicht-stimulierten (PBS; 24h) LPMZ 
mittels ELISA. Die Daten sind umgerechnet in Prozent der Kontrollen, als Boxplots dargestellt; 
dabei entspricht 100% den Kontrollen Sowohl die CSC- als auch die Kontrollgruppe zeigt einen 
Pool aus 4 bis 6 Tieren. Das Ergebnis wurde in zwei unabhängigen Experimenten validiert. 
 (Statistik: Student’s T-Test). 
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5 Bakterielle Translokation 
Ich konnte sowohl in Stuhl als auch in Colon-Gewebe der CSC-exponierten Tiere eine 
signifikant erhöhte Anzahl an CFUs im Vergleich zu den Kontrolltieren nachweisen 
(Abb. 10 links, Mitte; p<0,001). Die mesenterialen Lymphknoten der CSC-exponierten 
Mäuse zeigten keinen signifikanten Anstieg der CFUs im Vergleich zu Kontrolltieren 
(Abb. 10, rechts). Die aus den Messungen erhaltenen Daten wurden in Prozent der 
Kontrollen angegeben; dabei wurden die Ergebnisse der Kontrollen als 100% 
festgesetzt. Die Darstellung der Daten erfolgte als Boxplots. 
 
 
 
 
Abb. 10: Bakterielle Translokation in Stuhl, Colon-Gewebe und mesenterialen Lymphknoten. Die 
Daten sind als Boxplots, umgerechnet in Prozent der Kontrollen, dargestellt; dabei entspricht 100% 
den Kontrollen. Die Graphen repräsentieren pro Gruppe (Ko vs. CSC) 13 bis 16 Tiere. ** p<0,001 
(Statistik: Student’s T-Test.) 
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IV Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen eines zehnstündigen 
psychosozialen Stressors auf die intestinale Barrierefunktion des Colons untersucht. 
Es ist bekannt, dass chronisch psychosozialer Stress vielfältige psychologische (8, 92, 
93), physiologische (7, 27, 94) sowie immunologische (31, 50) Veränderungen bei 
Mensch und Tier verursacht. Im Tiermodell Maus erwies sich dabei eine CSC-
Exposition als geeignetes Stressparadigma, um eine derartige Stresssituation im 
Labor zu erzeugen (7), da dieses Modell relativ gut mit der natürlichen Situation von 
Mäusen vergleichbar ist: Mäuse leben in sozialen Gruppen zusammen, wobei es 
dabei, ähnlich wie im CSC-Modell (II, 2), zu Auseinandersetzungen um die individuelle 
Position innerhalb der Hierarchie kommt. 
Aus der von Reber et al. 2007 (7) veröffentlichten Studie ist bekannt, dass eine 
19tägige CSC-Exposition eine spontane Colitis in Mäusen auslöst. Diese zeigt sich 
unter anderem in histologischen Schäden der Colon-Mukosa sowie erhöhter Zytokin-
Sekretion (IFNγ, TNF, IL-10). Darüber hinaus wurde eine initiale Hochregulierung der 
HPA-Achse und des vegetativen Nervensystems während der Stress-Dauer 
festgestellt, die im Zusammenhang mit der Colitis-Entstehung steht, da die CSC-
induzierte Colitis durch eine der Stresssituation vorausgehende Adrenektomie 
verhindert werden konnte (7). Hierbei zeigte sich nach 24h CSC-Exposition die 
Aktivierung der HPA-Achse in einem erhöhten Plasma-CORT-Spiegel, sowie die des 
sympathischen Nervensystems in einer vermehrten Tyrosinhydroxylase-Expression 
(Schlüsselenzym im anabolen Katecholamin-Stoffwechsel) im Colon, wobei sich 
sowohl die CORT-Konzentration als auch die Tyrosinhydroxylase-Expression bereits 
nach 48h wieder dem ursprünglichen Niveau näherten. Die makroskopisch sichtbare 
Gewebsschädigung zeigte sich allerdings erst nach dem 14. Tag der Stress-
Exposition. Dies deutet darauf hin, dass die Stress-Antwort-Systeme bei chronischem 
Stress nicht mehr fähig sind, adäquat zu reagieren, was letztendlich zu einer erhöhten 
Anfälligkeit für entzündungsauslösende Prozesse führt. Weiterhin konnten Reber et al. 
(unveröffentlichte Daten) zeigen, dass der Anstieg der CORT-Konzentration im 
Plasma bereits nach zehnstündiger CSC-Exposition auftrat, weswegen in der 
vorliegenden Studie diese Dauer der Stressexposition gewählt wurde.  
Akuter Stress und erhöhte Plasma-CORT-Konzentration konnten auch von Meddings 
et al. mit einer erhöhten Permeabilität des Gastrointestinaltrakts in Verbindung 
gebracht werden. Sie unterzogen männliche Wistar Ratten einer moderaten (3h 
Restraint-Stress) bzw. einer intensiveren Stress-Prozedur (20 min Forced-Swim-Test), 
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maßen in den darauf folgenden 24h die Permeabilität des Gastrointestinaltrakts sowie 
den Plasma-CORT-Spiegel. Dabei zeigte sich, dass eine durch die Stressexpostion 
erhöhte Plasma-CORT-Konzentration die erhöhte gastrointestinale Permeabilität 
verursacht, da bei Tieren, die vor der Stress-Prozedur einer Adrenektomie unterzogen 
wurden, keine Veränderungen der Permeabilität festgestellt werden konnten (95). 
Auch weitere tierexperimentelle Studien geben Anhaltspunkte dafür, dass 
Entzündungen besonders in Arealen mit einer Dysfunktion der intestinalen Barriere 
entstehen (96, 97).  
Um nun diese bisher unbekannten Pathomechanismen, die die intestinale 
Barrierefunktion beeinträchtigen und vermutlich zu Entstehung chronisch 
entzündlicher Darmerkrankungen beitragen, zu erklären, wurden männliche C57BL/6-
Mäuse einer zehnstündigen CSC-Prozedur (siehe II, 2+3) ausgesetzt. Im Anschluss 
daran untersuchten wir in der vorliegenden Arbeit die Funktionalität der epithelialen 
Barrierefunktion anhand verschiedener Parameter, wie die IgA-Sekretion aus Lamina 
propria mononukleären Zellen, die Expression der antimikrobiellen Peptide mBD3 und 
CRAMP, die epitheliale Proliferations- sowie Apoptose-Rate und die Translokation 
von Mikroorganismen von Stuhl in das Colon-Gewebe sowie in mesenteriale 
Lymphknoten. Dabei zeigte sich in den gestressten Tieren eine verminderte IgA-
Sekretion aus Lamina propria mononukleären Zellen, jedoch kein Effekt der mBD3- 
und CRAMP-mRNA-Expression. Des Weiteren fand sich zum einen eine deutlich 
gesenkte Apoptose-Rate sowie Proliferation des Epithels. Diese Veränderungen 
könnten eine im Vergleich zu einzeln gehaltenen Kontrolltieren herabgesetzte 
intestinale Barrierefunktion zumindest zum Teil erklären. Tatsächlich zeigte sich eine 
erhöhte Translokation von luminalen Bakterien aus dem Stuhl in das Colon-Gewebe. 
Die auch im Stuhl gefundene erhöhte Anzahl an Mikroorganismen ist überraschend. 
Möglicherweise spielt hier die beobachtete reduzierte IgA-Sekretion eine Rolle, da 
dadurch weniger Mikroorganismen gebunden und unschädlich gemacht werden und 
somit im Stuhl vermehrt proliferieren können.  
 
 
1 Intestinale Barrierefunktion 
Epitheliale Apoptose- und Proliferations-Rate 
Ein bereits in der Einleitung beschriebener Mechanismus, der sich für die 
Barrierefunktion des intestinalen Epithels verantwortlich zeigt, ist die Lebensdauer und 
Proliferation der Colon-Epithelzellen. Undifferenzierte Stammzellen befinden sich am 
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Kryptengrund, teilen sich dort regelmäßig und wandern an der Krypte entlang in 
Richtung Darmlumen, während sie sich zu Enterozyten bzw. Becherzellen 
differenzieren. Nach drei bis fünf Tagen erfolgt der programmierte Zelltod, die 
Apoptose. Dieses Gleichgewicht zwischen Apoptose und Zellregeneration hält die 
Barrierefunktion des Gastrointestinaltrakts aufrecht. Ist das Gleichgewicht jedoch 
durch entzündliche Prozesse einhergehend mit apoptotischen Veränderungen gestört, 
büßt die intestinale Barriere an Funktion ein (48, 98). 
In der vorliegenden Arbeit konnte mittels verschiedener Methoden übereinstimmend 
gezeigt werden, dass nach zehnstündiger Stress-Exposition zum einen die Apoptose, 
zum anderen aber auch die Proliferation der Epithelzellen der Mukosa deutlich 
herabgesetzt ist (III, 2 + 4, Abb. 6 und 7). Dies bedeutet, dass die Zellen, die diese 
funktionale Barriere bilden, somit wesentlich später absterben und in das Darmlumen 
abgeschilfert werden, wodurch sie vermutlich aber an Funktionsfähigkeit einbüßen 
(99). Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit gefundenen Ergebnis wiesen Boudry et al. 
2007 einen Zusammenhang zwischen chronischer Stress-Exposition (Water-
Avoidance-Stress; 1h täglich an fünf bzw. zehn aufeinander folgenden Tagen) und 
erhöhter Permeabilität (gemessen anhand des HRP-Flux) sowohl nach fünf als auch 
nach zehntägiger Stress-Prozedur des Duodenums sowie des Ileums bei Brown 
Norway background Ratten nach, wobei eine erhöhte Apoptose-Rate der epithelialen 
Zellen nur nach fünftägigem WAS auftrat (49). Verschiedene Studien zeigen auch, 
dass die Permeabilität und somit die Barrierefunktion der Colonepithelzellen vor allem 
durch die tight junctions, Proteinkomplexe, die die parazelluläre Permeabilität eines 
Epithels regulieren, gebildet wird (100, 101). So konnten Mazzon et al. am Tiermodell 
Maus (männliche C57BL/6 Mäuse) Stress, induzierte Colitis und die Funktion von tight 
junctions im Ileum in Zusammenhang bringen. Dabei fanden sie heraus, dass sowohl 
Struktur als auch Funktion der tight junctions durch eine vorausgehende zweistündige 
Restraint-Stressprozedur, ebenso wie bei einer DSS-induzierten Colitis, deutlich 
beeinträchtigt ist (46, 47).  
Zusätzlich konnte in der vorliegenden Studie eine herabgesetzte Proliferation der 
Epithelzellen gezeigt werden, was wiederum bedeutet, dass weniger neue 
funktionstüchtige Zellen nachproduziert werden. Eine ähnliche Beobachtung machten 
Greant et al. schon 1988, wobei sie das Colon männlicher Wistar-Ratten nach zwei- 
bzw. zwölfstündigem cold Restraint-Stress untersuchten. Hierbei konnten sie nach der 
zwölfstündigen, nicht aber nach zweistündiger Stress-Exposition, eine verringerte 
Epithelzell-Proliferation nachweisen (102). Im Gegensatz sowohl zu unseren 
Diskussion                                                                                                                          44 
Ergebnissen als auch zu der Studie Greants finden sich zahlreiche Studien, die eine 
erhöhte Proliferation der intestinalen Epithelzellen in Zusammenhang mit Colitis 
postulieren (49, 103). So zeigten Vetuschi et al. an männlichen Sprague Dawley 
Ratten, dass die Proliferation von Colon-Epithelzellen signifikant erhöht war, nachdem 
eine spontane DSS-induzierte Colitis ausgelöst wurde (103). Da dieses Modell jedoch 
auf einer primären Schädigung von Epithelzellen beruht, ist es auch nachvollziehbar, 
dass eine reaktive Hyperproliferation einsetzt. 
 
Antimikrobielle Peptide mBD3 und CRAMP 
MBD3 und CRAMP gehören in die Familie der antimikrobiellen Peptide. Wie in der 
Einleitung bereits ausführlich dargestellt, unterteilt man diese endogenen Antibiotika in 
Defensine, wozu mBD3 zählt, und Cathelicidine, wozu CRAMP gehört. Diese 
endogenen Antibiotika besitzen ein breites Spektrum an antimikrobiellen 
Eigenschaften sowohl gegen Gram-negative als auch gegen Gram-positive Bakterien 
und bilden somit eine Barriere, die potenziell schädliche Pathogene am Eindringen in 
die Mukosa hindert (54-57, 63). 
Obwohl es zahlreiche Studien gibt, in denen eine Induzierung antimikrobieller Peptide 
in Zusammenhang mit Colitis beobachtet werden konnte (104-107), ergab sich in der 
vorliegenden Arbeit keine signifikante Änderung der mBD3-, sowie CRAMP-
Expression (III, 3, Abb. 8).  
Einen Zusammenhang zwischen zum einen subjektiv empfundener psychischer 
Belastung mit zusätzlich physiologisch ausgelöstem Stress (Cold Water Pressor-Test; 
dabei wird die nicht-dominante Hand über einen Zeitraum von 15 min, 30 min oder 60 
min in 45 sec-Intervallen in 4°C kaltes Wasser getaucht, danach erfolgt eine 15 sec 
lange Pause, um Gewöhnungseffekte zu vermeiden), erhöhter Defensin-Expression 
im intestinalen Epithel und einer erhöhten intestinalen Permeabilität wiesen Alonso et 
al. in einer Studie mit gesunden, fertilen Frauen nach. Dabei konnten sie zeigen, dass 
Frauen, die vorausgehend subjektiv empfundenen psychischen Belastungen 
ausgesetzt waren, eine Aktivierung der Stress-Antwort-Systeme (HPA-Achse, 
Sympathikus) zeigten, sowie einen Anstieg der α-Defensine, einhergehend mit 
erhöhter Permeabilität im Gastrointestinaltrakt (108). 
Im Hinblick auf die bisher veröffentlichten Studien wäre eine mögliche Erklärung 
unserer Ergebnisse, die keine Induzierung der Defensin- und Cathelicidin-Expression 
aufzeigen, eine zu kurze Dauer der Stress-Exposition, um die Expression dieser Gene 
zu induzieren.  
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IgA-Sekretion der Colon-Mukosa 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, gibt es inzwischen zahlreiche Studien, die die 
entscheidende Bedeutung des Gastrointestinal-Trakts als Immunorgan bestätigen (4, 
50). Alle schleimproduzierenden Oberflächen im Körper sezernieren Antikörper der 
Klasse IgA. Diese dimeren Immunglobuline werden von mukosaständigen 
Plasmazellen der Lamina propria produziert und über Transzytose ins Darmlumen 
freigesetzt. Dort schützen sie die Mukosa vor eindringenden potenziell schädlichen 
Erregern, wie Viren, Bakterien oder parasitären Mikroorganismen (39). Bekannt ist 
auch, dass daher bei Menschen, die an einem selektiven IgA-Mangel leiden, häufiger 
im Vergleich zu Gesunden, unter anderem Infektionen der Atemwege, des 
Gastrointestinaltrakts, entzündliche Darmerkrankungen sowie maligne Proliferationen 
auftreten (109).  
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass bei Tieren nach 
zehnstündiger CSC-Expositon die IgA-Sekretion deutlich herabgesetzt ist (III, 1, Abb. 
9), was, wie oben beschrieben, den Schutzmechanismus des Darmepithels verringert, 
und somit die Barriere für Pathogene leichter zu durchdringen ist. Diese reduzierte 
Sekretion nach zehnstündiger Stress-Exposition ist möglicherweise eine Folge des 
durch den bei Stress anfänglich aufgrund der aktivierten HPA-Achse erhöhten CORT-
Spiegels (7). Jarillo-Luna et al. (2006) konnten an männlichen BALB/c Mäusen 
ebenfalls eine Reduktion des sekretorischen intestinalen IgAs mit einer gleichzeitig 
erhöhten Plasma-CORT- sowie -Noradrenalin-Konzentration nach Restraint-Stress-
Prozedur (1h bzw 4h an vier aufeinanderfolgenden Tagen) zeigen, wobei jedoch die 
Anzahl der IgA produzierenden Zellen unverändert blieb. Im Gegensatz dazu fand 
man bei Tieren, die einer dem Stress vorausgehenden Adrenektomie unterzogen 
wurden, erhöhte IgA-Spiegel. Dies deutet auf die Einflussnahme von CORT auf die 
IgA-Produktion hin (110). Ähnliche Resultate an männlichen Wistar Ratten fanden 
Reyna-Garfias et al. 2010. Sie konnten zeigen, dass restraint-Stress (3h an sieben 
aufeinander folgenden Tagen) sowohl die IgA-Konzentration als auch die mRNA-
Expression der α-Kette des IgA in Ileum und Duodenum erhöht. Des Weiteren wiesen 
sie nach, dass sowohl eine Adrenektomie als auch eine chemische Inaktivierung des 
Sympathikus den Effekt auf die erhöhte IgA-Sekretion beseitigt. Jedoch stieg der IgA-
Spiegel in adrenektomierten Tieren nach sowohl GC- als auch NAd-Gabe. Somit 
weisen auch diese Ergebnisse darauf hin, dass sowohl GCe als auch der aktivierte 
Sympathikus zwischen Stress und erhöhter IgA-Sekretion vermitteln (111). 
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Bakterielle Translokation 
Stress wurde schon in einigen Studien mit einer bakteriellen Translokation endogener 
Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt in mesenteriale Lymphknoten, Leber, Milz 
und andere Organe in Verbindung gebracht (112-115). Ein Beispiel hierfür ist die 
Arbeit von Anderlik et al., die bereits 1990 eine spontane Translokation Gram-positiver 
Keime in Mäusen nach Kälteexposition untersuchten und nachwiesen (112). Auch 
Velin et al. konnten anhand ultrastruktureller Untersuchungen eine erhöhte Aufnahme 
von Bakterien im Darmepithel von stressexponierten Wistar-Ratten vorweisen. Dabei 
wurde als akuter Stressor ein einmaliger einstündiger Water-Avoidance-Stress, als 
chronischer Stressor einstündiger WAS an zehn aufeinander folgenden Tagen 
eingesetzt. Zum einen stellten sie fest, dass sowohl akuter als auch chronischer 
Stress die intestinale Permeabilität (gemessen mittels HRP-Flux), zum anderen, dass 
er die bakterielle Translokation in das Darmepithel erhöht (115).  
In der vorliegenden Arbeit konnte zum einen gezeigt werden, dass stressexponierte 
Mäuse eine signifikant höhere Anzahl an CFUs im Stuhl (III, 5, Abb. 10 links) 
aufwiesen. Durch die zehnstündige CSC-Exposition kommt es zu einer Aktivierung 
der HPA-Achse (Reber et al., unveröffentlichte Daten), die letztendlich über eine 
CORT-Ausschüttung immunsuppressive Wirkung auf den Organismus ausübt, die 
sich u. a. auch in einer erniedrigten IgA-Sekretion (III, 1, Abb. 9) zeigt, was eine 
verstärkte Proliferation der Mikroorganismen im Stuhl zur Folge hat. Zum anderen 
zeigte sich in der vorliegenden Studie ein zu den Ko-Tieren signifikant erhöhter Befall 
des Colon-Gewebes (III, 5, Abb. 10, Mitte), jedoch nicht der mesenterialen 
Lymphknoten (III, 5, Abb. 10, rechts). Dieses Ergebnis spiegelt die eingeschränkte 
intestinale Barrierefunktion wider, die in dieser Arbeit anhand verschiedenster 
Parameter nachgewiesen werden konnte. Dass die mesenterialen Lymphknoten 
keinen erhöhten bakteriellen Befall zeigten, kann an der Dauer der Stress-Exposition 
bzw. der im Anschluss daran sofortigen Tötung der Tiere liegen, da es zahlreiche 
Studien gibt, die einen Befall peripherer lymphoider Organe nach chronischem Stress 
nachweisen konnten (114, 116, 117). Zum Beispiel fanden Bailey et al. eine 
Translokation Gram-positiver Kokken nach sechstägigem social-disruption-Stress (2h) 
in Leisten-Lymphknoten männlicher C57BL/6 Mäuse (117). Einen interessanten 
Zusammenhang zwischen psychischem Stress in Form von mehrtägigem 
Schlafentzug und bakterieller Translokation entdeckten Everson et al. (114) in 
männlichen Ratten, wobei sich die Keime in mesenterialen Lymphknoten, Leber, Milz 
und Lunge ausbreiteten.  
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2 Zusammenfassung und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Pathomechanismen untersucht, die 
vermutlich einen Zusammenhang zwischen chronisch psychosozialem Stress und der 
Ätiologie chronisch entzündlicher Darmerkrankungen erklären könnten. Dazu wurde 
das von Reber et al. (7) etablierte CSC-Modell als Stressor eingesetzt, um einen 
möglichst natürlichen psychosozialen Stress zu erzeugen, der zusätzlich aufgrund 
dieser chronisch psychosozialen Komponente eine Vergleichbarkeit mit 
Humanstudien erleichtert. Außerdem ist bekannt, dass dieses Stress-Modell Colitis-
ähnliche Symptome bei männlichen C57BL/6 Mäusen auslöst. Da zahlreiche 
Untersuchungen vermuten lassen, dass psychischer Stress in Zusammenhang mit der 
Entwicklung bzw. dem Krankheitverlauf einer CED steht (4, 5, 10), bestand das Ziel 
dieser Arbeit darin, auf molekularer und histologischer Ebene die Mechanismen 
aufzudecken, die eventuell zur Entstehung einer Stressinduzierten intestinalen 
Entzündung beitragen. Schwerpunkt der Untersuchungen lag dabei auf den 
Stressinduzierten Effekten auf die intestinale Barriere. Hierfür wurden das Colon-
Gewebe sowie mesenteriale Lymphknoten männlicher C57BL/6 Mäuse nach 
zehnstündiger CSC-Exposition auf unterschiedliche immunologische sowie 
histologische Parameter hin untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 
intestinale Barrierefunktion, die eine wichtige immunologische Abwehrfunktion für den 
Körper darstellt, aufgrund der Stress-Reaktion geschwächt ist. Dies zeigte sich in 
einer reduzierten IgA-Sekretion der Lamina propria mononukleären Zellen, einer 
verminderten Apoptose- sowie Profliferation-Rate des Colon-Epithels und einer 
daraus resultierenden Translokation bakterieller Keime in das Colon-Gewebe, wobei 
die Epithel-Schädigung noch nicht in dem Maße fortgeschritten war, dass 
mesenteriale Lymphknoten eine nachweisbare bakterielle Dislokation aufwiesen. Ein 
weiterer Parameter, der in Zusammenhang mit der Immunfunktion und somit mit der 
Entstehung von CED steht, sind die antimikrobiellen Peptide mBD3 und CRAMP. 
Dass sich hierbei keine veränderte Expression zeigte, lag vermutlich an der zu kurzen 
Dauer der Stressexposition und der im Anschluss daran sofortigen Tötung der Tiere, 
so dass diese Mechanismen auf DNA-Ebene noch nicht in Gang gesetzt wurden. Im 
Hinblick darauf wäre es sinnvoll, diese Untersuchungen zusätzlich nach länger 
dauernder Stress-Exposition zu wiederholen. Ein weiterer Ansatzpunkt der 
Untersuchungen der antimikrobiellen Peptide wäre deren Funktion. Da Analysen der 
Expression keine Aussage über die antibiotische Wirkung des untersuchten Defensins 
sowie Cathelicidins machen, wäre eine weitere sinnvolle Möglichkeit,  die Effektivität 
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von aus Colongewebe isoliertem mBD3 und CRAMP zu testen. Dies könnte in vitro 
mit dem von Nuding et al. (118) beschriebenen Assay erfolgen. Hierbei werden 
unterschiedliche Bakterienstämme mit dem isolierten antimikrobiellen Peptid inkubiert. 
Der antibiotische Effekt, d. h. die Membranschädigung dadurch (siehe 2.2.2), wird 
anhand des veränderten Membranpotenzials mittels Durchflusszytometrie mit 
vorausgehender Membranpotenzialabhängiger Färbung detektiert und mit Kontrollen 
verglichen.  
 
Zusammenfassend zeigt sich dieses Stressmodell gut geeignet für Untersuchungen, 
die in Zusammenhang mit psychosozialem Stress stehen, da es zum einen die 
natürliche Lebenssituation von Nagern imitiert und zum anderen den Vergleich mit 
psychosozialen Stresssituationen beim Menschen erleichtert. Daher bietet es sehr 
gute Möglichkeiten, Erkrankungen, deren Entstehung durch psychischen Stress 
begünstigt wird, auf molekularer, histologischer, aber auch makroskopischer Ebene 
genauer zu untersuchen sowie pharmakologische Eingriffsmöglichkeiten auf den 
verschiedensten Ebenen zu finden. Dies erscheint mir ein wichtiges Forschungsziel, 
da in der heutigen schnelllebigen Zeit psychosoziale Stressoren zum Alltag gehören 
und eine steigende Inzidenz der dadurch verursachten Erkrankungen sowie deren 
einschränkende Auswirkungen auf die Lebensqualität immer häufiger auftreten. 
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